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Reactions of serine carboxypeptidases (carboxypepti-
dases containing serine residue at the reactive site; one 
from yeast (CPase Y) and another from wheat (CPase W)) 
were investigated in systems containing organic solvents. 
First the esterase activity of these enzymes in aqueous 
or~anic systems was studied and both ~cat and Km par~­
meters were found to increase wi th i?iereasing '''organic 
solvent content. Based on thes含 resultspeptide formation 
reactions from ester and amino acid amides were studied 
for either aqueous organic system or micro-two-phase 










































シベプチダーゼ活性(1 )以外にエステラーゼ活性(2 )やアミダーゼ活性(3 )を有しているこ
とも特色とされている。
一-AA1-AA2 -→ --AAI + AA2 (1) 
---AA1-0R ー+ー-AAl+ ROH (2) 












benzene， tolueneなどの水とあまり混じり合わないものに分げて考える.後者の中でも ethyl 









CPase Y はオリエンタル酵母働より恵与されたものを使用した (Lot.No.21003601)o CPase W 
はベンテル鯛より購入したものを使用した (Lot.No.7231606)o N-[3-(2-Furyl)acrYloYl)-L-
phenylalanine ethyl ester(Fua-Pbe-OEt)は福田らにより合成されたものを使用したo17.18) L-
glycinamide hydroch1oride (Gly-NH2.HCl)は東京化成工業側より、 L-phenylalanine(Phe-NH2) 
はSIGMA社よりそれぞれ購入した。
緩衝剤のN-(2寸lydroxyetbyl)-piperazine-N'-2-ethanesulfonicacid( Hepes )はナカライテス
ク糊より、 N-[tris(hydroxy.ethyl)・etbyl]-3-a・inopropanesulfonic acid (Taps)は同仁化学研
究所側より、 Tris(bydoroxy.ethyl)細川0・ethane(Tris)は和光純藁工業側より、 N，N-di.ethyl-
formamide(DMF)， acetonitri1e(MeCN)， l，4-dioxane， di.etbyl sulfoxide (DM叩)etbyl acetate 
(酢酸エチル)， trichloro.ethane (クロロホルム). benzeneは和光純薬工業綱、または関東化



















(日本分光鱒製 UVIDEC-6108 )により、 250Cで測定し反応の初期速度を求めた，
2. 5.反応速度の解析
(a) CPase Yについては基質漕度を変化させて初期速度(Vi)をとる初期速度勾配法を用いた。
vi=kcatlE;]・[S;]/ ([S;] +KII)・.....(1) 
(i :初期値)











た。反応を停止させたサンプルは、 Mi11iporefilter (Type: HV. Pore Size: 0.45μ・)を通した
後、 HPLC(Shiaadzu LC-6A. Cos.osi1 5C18P reversed-phase c01umn)により生成物を分醸し、検








液 300μ1に CPaseY 0.25-1mgを溶解させた酵素溶液に、ガラスビーズ 100.，を漫し、ガラスビ
ーズがさらさらと動く程度(デシケーター中でおよそ3hr)まで減圧乾燥させた。このように調製し
た"固定化..CPase Yは4"Cで保存し、使用直前に、再び乾婦させて用いた。 (Sche.e1) 
2. 8. ..固定化..CPaseYによる水と混じり合わない有機溶蝶中で‘の反応
あらかじめ蒸留水で十分に水飽和させた有機溶媒(benzene.酢酸エチル，クロロホルム， tolu-






















一方、 Fig. 1 はCPaseWのFua-Phe-OEtに対するエステラーゼ活性において、水と混じり合う有
機溶媒の反応系での含量が、二次速度定数kcat/Kmに及ぼす彫響を示したものである。基質が水に
不溶であるので 1%のMeCN含量を基準とし、そこに目的の有機溶媒を所定量加えたときの活性を測
定した。したがって r0 % Jでの値は MeCN1 %で、のkcat/Km値を示している。いずれの有機溶媒
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Table 1. 
Kinetic Para.eters of Esterase Activity of CPase Y in Aqueous 
Organic Solvents* 
Solvent content(v/v%) kcat(s-t) Jt・〈・1) kcat/Jt・〈町tsec・1)
diolans 2.0 123 0.11 1.13 xl08 
5.0 145 0.26 5.51 x10s 
10.0 171 0.82 2.06 1105 
15.0 155 2.0 7.70 xl0. 
IsCH 2.0 89 0.11 7.95 1105 
5.0 92 0.11 8.09 1105 
10.0 92 0.34 2.64 110s 
15.0 65 0.30 2.07 1105 
20.0 58 1.1 4.81 110. 
DMF 2.0 121 0.058 2.03 1108 
10.0 129 0.15 8.51 1105 
15.0 154 0.49 3.12 x10s 
20.0 167 0.95 1.17 1105 
DM~却 2.0 102 0.050 1. 73 1108 
10.0 147 0.11 1. 26 1108 
20.0 169 0.37 4.46 x105 























Organic Solvent Content 
o 
Fig. 1. Effect of organic cosolvent content on kcat/K・of
the CPase W catalyzed hydrolysis of Fua-Phe-OEt. 
(): DMSO. 
[Fua-Phe-OEt] =51μK，[E]=8，6 nK，25・C，pH8.0(Hepes)• 




























CPase Y Catalyzed Peptide Synthesis in Aqueous Organic Solvents本
solvent product (%) 
solvent content D RPM 
(%) Fua-Phe-Gly-NH2 Fua-Phe (25・C)
dioxane 5.0 64.1 35.9 2.2 36.0 
MeCN 7.0 81.4 18.6 36.2 46.0 
DMF 13.0 35.4 64.6 36.7 43.8 
DMSO 18.0 26.3 73.7 46.7 45.0 
* [E)= 4nM， [Fua-Pbe-OEt]= 1・M.[Gly-NH2]= 0.1M， 0.2 M NaCl. 
pH 8.0 (0.1 M Hepes)， 3 h. 30 oc. 
Table 3. 
CPase W Catalyzed Peptide Synthesis in Aqueous Organic Solvents* 
solvent product (%) 
Solvent content 
(%) Fua-Phe-Gly-NH2 Fua-Phe Fua-Phe-OEt 
dioxane 3.0 29.5 70.5 
MeCN 15.0 63.0 37.0 
DMF 7.0 9.3 90.7 
DMSO 8.0 4.4 94.1 1.5 
* [El = 0.1μM， [Fua-Phe-OEtl= 2.M， [Gly-NH21= O.lM， 0.2 M NaCl， 
pH 8.0 (0.1 M Hepes)， 1 h， 30 oc. 
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Table 3はFig.1にお付るdioxane3%での加水分解活性を基準にTab1e2と類似の合成反応を























Relative Yield of "r..obilized" CPase Y catalyz-ed Peptide 
Synthesis in Different OrganicSolvents.車
Solvent Relative yield 







* [Fua-Phe-OEt]= 1m"， [Phe-NH2]= 50・M.30・C.12b. pH 9.0 







pH Dependence of the "1・obilized"CPase Y Catalyzed Peptide 
Synthesis in Ethyl Acetate on "IDobilizing" Condition. 
pH product (%) 
Fua-Phe-OEt Fua-Phe-Phe-削2 Pua-Phe 
7.4 99.3 0.7 0.0 
7.9 97.2 2.7 0.1 
8.4 83.4 15.9 0.7 
8.9 45.8 51.0 3.2 
[Pua-Phe-OEt] = 1凶， [Phe-NH2]=0.1M. 30・C.24h 
Table 6. 
Enzy.e to Glass置 beadsRatio (E/GB) Dependence of Peptide 
Synthesis by "1・obilized"CPase Y in Ethyl Acetate. 
E/GBX 100 product (%) 
Fua-Phe-OEt Pua-Phe-Phe-NH2 Pua-Pbe 
2 23.8 73.0 3.2 
1 67.2 32.2 0.6 
0.5 78.7 20.9 0.4 
0.25 89.6 10.4 
0.1 98.1 1.9 










Pbe-NH2 Concentration Dependence of Peptide Syntbesis 
by "Inobilized" CPase Y in Etby1 Acetate. 
alide product (Z) 
conc. 
(1M) Fua-Pbe-OEt Fua-Pbe-Pbe-NH2 Fua-Pbe 
10 18.8 53.3 27.9 
20 17.4 63.9 18.7 
40 18.4 69.2 12.4 
80 19. 7 71.0 9.3 
100 19.5 71.9 8.6 































Effect of Molecular Sieve Addition on the "1・obilized"
CPase Y Catalyzed Peptide Synthesis in Ethyl Acetate. 
M.S.llC product (%) 
wt. 
(mg) Fua-Phe-OEt Fua-Pbe-Pbe-NH2 Fua-Phe 
。 37.4 60.3 2.3 
10 51. 0 48.0 1.0 
21 50.6 48.6 0.8 
35 48.8 50.4 0.8 
62 53.8 45.7 0.5 
[Fua-Phe-OEt]= 1mM. lPhe-NH♀J= 50・M.30・C.24h. pH 9.0 
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